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(57) Abstract 

In a process for preparing by beating a virus-safe biological composition, while maintaining at least 50 % of its biological activity, a 
biocompatible surfactant is added to the compositon before the heating step and the composition is heated in the presence of said surfactant, 
which is preferably subsequently removed. 

(57) Zosammenfassang 

Bei einem Verfahren zur Herstellung eines virussichcren biok>gischen Praparates durch Erhitzen unter Erhaltung von mindestens 50 
% der biologischen Aktivitat wird dem Pr&parat vor dem Erhitzungsschritt ein biologisch vertragliches Tensid zugesetzt und das Erhitzen 
in Gegenwart desselben durchgefuhit, worauf vorzugsweise das Tensid entfemt wird. 
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Verfahren zur Herstellung elnes virussicheren 
biologischen PrSparates 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines vi- 
russicheren biologischen PrSparates durch Erhitzen unter Erhal- 
tung von mindestens 50% der biologischen Aktivit£t, sowie die 
Anwendung des Verfahrens zur Erhdhung der Virussicherheit eines 
biologischen PrSparates . 

Unter biologischen PrSparaten versteht man Prfiparate biologi- 
schen Ursprungs, die beispielsweise aus Korperf lussigkeiten, wie 
Blut, oder aus Zellkulturen gewonnen werden kGnnen. Durch den 
Kontakt mi*t potentiell infektiosem Material besteht bei derarti- 
gen Produkten die Gefahr der Kontamination durch infektiose 
Agentien. 

Das Risiko der Ubertragung von Viren durch Blutprodukte ist be- 
kannt. Unter Blutprodukten werden Produkte aus menschlichem oder 
tierischem Blut, bzw. Plasma verstanden, die zur therapeuti- 
schen, prophylaktischen oder diagnostischen Anwendung bestimmt 
sind. Solche Produkte k5nnen Enzyme, Proenzyme einschlieBlich 
Gerinnungs f aktoren , Enzyminhibi toren , Imraunglobuline , Albumin , 
Plasminogen, Fibrinogen, Fibronectin oder Plasma enthalten. 

Es ist eine umfangreiche Literatur vorhanden, die sich mit der 
Inaktivierung von infektiosen Agentien durch Erhitzen von 
Blutprodukten befaBt. Die verschiedenen Verfahren umfassen: 

- Erhitzen der Blutprodukte in wasseriger Losung in Anwesenheit 
von Stabilisatoren, 

- Erhitzen der Blutprodukte in trockenem Zustand, 

- Erhitzen der Blutprodukte in festem, nassem Zustand. 

Das Bestreben bei alien diesen Inaktivierungsverfahren geht da- 
hin, die potentielle infektivitat der Praparationen zu beseiti- 
gen, ihre biologische Aktivitat aber weitgehend zu erhalten. 

Durch Erhitzen der Blutprodukte werden sowohl membranurahullte 
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als auch nicht-raembranumhiillte Viren angegriffen. Dies bedeutet 
einen wesentlichen Vorteil gegeniiber solchen Verfahren, die nur 
auf der membransolubilisierenden Wirkung von Tensiden und gege- 
benenfalls von organischen Losungsmitteln beruhen. 

Ein Verfahren zur Behandlung von biologischen und pharmazeuti- 
schen Produkten durch die Behandlung mit Amphiphilen (Tensiden) 
ist bei einer Temperatur zwischen 4°C und 37 °C in der 
EP 0 050 061 beschrieben. Diese Behandlung zielt auf die Inakti- 
vierung von Hepatitis B-Viren und non-A, non-B Hepatitis-Viren 
( membranumhull t ) ab . 

Gleichfalls werden wasserige Proteinlosungen gemaB dem Verfahren 
der EP-0 278 487 mit bis zu 2 g/100 ml eines nichtionischen 
Detergens versetzt und anschlieBend bei niedriger Temperatur, 
beispielsweise 4°C / solange inkubiert, bis ein virusinaktivie- 
render Effekt erzielt wurde. 

Diese Behandlung mit Detergentien hat jedoch den Nachteil, daB 
sie lediglich auf membranumhull te Viren abzielt: Wenn ein Ten- 
sid in einer Konzentration viber der mizellbildenden Konzentra- 
tion (CMC) vorliegt, werden lipidhaltige Membranen solubilisiert 
und das Virus inaktiviert. Demgegenuber werden Viren, die an 
sich keine lipidhaltige Membran aufweisen, wie z.B. Hepatitis A- 
Virus, die aber in Lipidvesikeln eingeschlossen sein konnen, 
durch eine Tensidbehandlung freigesetzt und damit aktiviert an- 
stelle von inaktiviert ( siehe dazu Manucci PM et al. (1992), The 
Lancet 339, 819 "Outbreak of hepatitis A among Italian patients 
with haemophilia"). 

Oberf lachenaktive Mittel werden gemaB der EP-0 124 044 in einer 
Menge von 0,01 bis 0,5 Gew.% gemeinsam mit einem Polyol und 
einem chelatbildenden Mittel zu einer f ibronectinhaltigen Losung 
zugesetzt, die bei einer Temperatur von 50 bis 70 °C warmebehan- 
delt wird. Die geringen Mengen an oberf lachenaktivem Mittel 
schiitzen Fibronectin vor Denaturierung durch Scherkrafte. 

Ebenso werden Detergentien als Losungsvermittler gemeinsam mit 
virusinaktivierenden Mitteln ( Glycyrrhizin-Tri terpenoid-Verbin- 
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bindung) zu Blutplasma zugesetzt, welches bei einer Temperatur 
bis zu 60°C gehalten wird (US-PS 5 186 945). Urn eine gewunschte 
oberf l&chenaktive Wirkung zu erzielen, werden sehr geringe Menge 
an nichtionischen Detergentien eingesetzt, etwa in einer Konz&n- 
tration von 0,001 bis 5 Gew.%. Der Vorteil der Verwendung dieser 
geringen Detergensmengen liegt darin, daB diese nicht entfernt 
werden mussen. 

Es ist weiters in der EP-0 131 740 beschrieben, daB ein Verfah- 
ren zur Inaktivierung von Viren in einer L6sung mit organischen 
L6sungsmitteln bei einer Temperatur von 0 bis 70 °C durchgef Uhrt 
werden kann. Als Benetzungsmittel kommen dabei 0,001 bis 10 
Gew.% Detergentien zum Einsatz . Jedoch ist es erf orderlich, die 
labilen Proteine bei Erhitzen der Losung zu stabilisieren, Damit 
werden aber nicht nur das labile Protein stabilisiert, sondem 
auch die Viruskoraponenten . 

Als Hitzebehandlung von Blutprodukten in festem Zustand hat sich 
das Verfahren der EP 0 159 311 bewahrt. Dabei werden Blutproduk- 
te lyophilisiert , auf einen Gehalt an Wasser, Methanol, oder 
Ethanol von raehr als 5 Gew.% und weniger als 70 Gew.% einge- 
stellt und in einein gGschloss&nsn Behalter bei einer Temperatur 
in einem Bereich von 50 bis 121 *C erhitzt. Durch dieses Verfah- 
ren werden sogar resistente Viren, wie Vacciniavirus, abget6tet. 
Die Virusinaktivierung erfolgt in diesem Fall sehr langsam, so 
daB eine sehr lange Erhitzungsdauer bzw. eine sehr hohe Tempe- 
ratur verwendet werden muB. 

Zur Erhdhung der Effektivitat dieses Verfahrens wird das Verfah- 
ren gemaB der EP 0 324 729 vorgeschlagen. Dabei werden Blutpro- 
dukte in festem, nassem Zustand in Gegenwart von organischen 
Verbindungen erhitzt. Der Wasseranteil verbleibt zum groBten 
Teil am Blutprodukt physikalisch gebunden, wahrend die organi- 
sche Verbindung in Gasform in der Atmosphare vorhanden ist. Als 
organische Verbindungen eignen sich Ethanol, Essigsaureethyl- 
ester, Diethylether , Chloroform und dergleichen. Nach erfolgter 
Inaktivierung mussen die organischen Verbindungen vom Blutpro- 
dukt abgetrennt werden. Das verbesserte Verfahren bewirkt, daB 
das Vacciniavirus bereits nach wenigen Stunden Erhitzungsdauer 
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bei 60°C inaktiviert ist 



Ein Verfahren zur Inaktivierung von Viren in einem Produkt, das 
an eine feste Phase adsorbiert 1st, ist in der EP-0 197 554 be- 
schrieben. Das adsorbierte Produkt wird mit einem virusinakti- 
vierenden Mittel in Kontakt gebracht, worauf die feste Phase ab- 
getrennt und gewaschen wird. Zuletzt wird das Produkt wieder de- 
sorbiert. Als virusinaktivierendes Mittel. ist unter anderem eine 
amphiphile Substanz beschrieben, die anionisch, kationisch, 
zwitterionisch und nichtionisch sein kann. Die Behandlung kann 
jedoch nur bei einer Temperatur von 0 bis 50 °C vorgenonunen 
werden . 



Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe, ein Verfahren zur Her- 
stellung eines virussicheren Praparates enthaltend ein labiles 
Protein durch Erhitzen zur Verfugung zu stellen, dessen Wirkung 
im Vergleich zu den bisher bekannten Hitzebehandlungen verbes- 
sert ist, wobei die biologische Aktivitat der Preparation im we- 
sentlichen erhalten bleibt. 

Resistente Viren, wie Vacciniavirus, sollen moglichst rasch und 
vollstSndig inaktiviert werden, um die biologische Aktivitat des 
PrSparates nicht unnGtig zu vermindern. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB durch ein Verfahren zur Her- 
stellung eines virussicheren biologischen Praparates durch Er- 
hitzen unter Erhaltung von mindestens 50 % der biologischen Ak- 
tivitat gelost, welches dadurch gekennzeichnet ist, da6 dem Pra- 
parat vor dem Erhitzungsschritt ein Tensid zugesetzt und das Er- 
hitzen in Gegenwart desselben durchgefuhrt wird, worauf vorzugs- 
weise das Tensid entfernt wird. Es hat sich gezeigt, da£ der Zu- 
satz eines Tensides zu dem Praparat vor der Hitzebehandlung die 
Wirksamkeit in synergistischer Weise erhoht, ohne die biologi- 
sche Aktivitat des Praparates wesentlich zu vermindern, Nach der 
Hitzebehandlung wird das Tensid vom Praparat abgetrennt . 

Als Tenside eignen sich vor allem biologisch vertragliche anio- 
nische, kationische, nicht-ionische oder zwitterionische Amphi- 
phile. Tenside gelten im allgemeinen dann als biologisch ver- 
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traglich, wenn sie ±n der angewendeten Konzentration in einem 
standardisierten in vitro -Test Erythrozyten nicht lysieren (sie- 
he Pape et al., Arzneim. -Forsch. /Drug Res. 40, 498-502, 1990). 

Beispielsweise kdnnen Tenside aus folgenden Gruppen verwendet 
wer den : 

Polyoxyethylensorbitanester ( Tween®- Verbindungen ) , 
Alkylphenolpolyethylenglykolether bzw, deren Formaldehydpolymere 
( Triton^-Verbindungen ) , 

Polyoxyethylen-polyoxypropylen-Blockpolymere ( Pluronic®- 
Verbindungen ) , 

Alkylglucoside, wie z.B. Octyl-0-D-glucosid, 

Saureamidderivate , wie z.B. Decanoyl-N-methylglucamid ( MEGA-10 ) , 
anionische Tenside, wie z.B. Na-Desoxycholat , 

kationische Tenside, wie z.B. Benzyltrimethylammoniumchlorid 
Oder Benzyldimethyl-2-hydroxyethylanunoniumchlorid, und 
zwitterionische Tenside, wie z.B. N-Dodecyl-N ' , N-dimethyl- 
anunonio-3-propansulf onat ( Sulf obetain SB12 ) . 

Das Tensid wird in einer hohen Konzentration entsprechend einem 
VerhMltnis von Tensid zu Protein von mindestens 1 : 100, vor- 
zugsweise im Bereich von 2 : 100 bis 300 : 100, zugesetzt, wenn 
die Behandlung des Praparats in flussiger Oder fester Form vor- 
genommen wird. Wenn das PrMparat an einen festen TrSger adsor- 
biert worden ist und die erf indungsgemaBe Hitzebehandlung am 
festen TrSger erfolgt, so kann die Behandlung bei noch hoheren 
Tensidkonzentrationen, beispielsweise bis 98 Gew.%, vorgenommen 
werden . 

Die Erfindung umfaBt gleichermafien ein Verfahren zum Erhohen der 
Virussicherheit eines biologischen Praparates unter Erhaltung 
von mindestens 50 %, vorzugsweise 80 % der biologischen Aktivi- 
t£t, insbesondere der Virussicherheit gegenuber membranumhullten 
und nicht -membranumhullten Viren, wobei das Praparat in Gegen- 
wart eines Tensids in einer Konzentration von mindestens 1 
Gew.%, vorzugsweise mehr als 10 Gew.%, bis zu 98 Gew.% erhitzt 
wird. 
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Obwohl eine Virus-Inaktivierungsmethode mittels Tensiden im 
Stand der Technik lediglich als wirksam gegen membranumhullte 
Viren beschrieben wird, kann der gewiinschte Effekt auch gegen 
nicht-membranumhullte Viren erzielt werden, wenn das erfindungs- 
gemaSe Verfahren durchgefuhrt wird. 

Nattirlich eignet sich das vorliegende Verfahren auch zur Inakti- 
vierung von Virusaggregaten oder vesikulSren Strukturen, die 
Viren, beispielsweise Hepatitis A- Viren, beherbergen. 

Eine wesentliche Denaturierung von Proteinen im erf indungsgem&B 
erhitzten Produkt kann nicht festgestellt werden, Es war liber- 
raschend, daS hitzelabile Proteine durch die Anwesenheit von 
Tensiden sogar stabilisiert werden konnen. 

Daher eignet sich das das erf indungsgemaSe Verfahren iiberra- 
schenderweise auch zum Stabilisieren eines biologischen Prapa- 
rats, welches hitzelabile Proteine enthalt, wahrend einer Hitze- 
behandlung . 

MaSnahmen zur Erhaltung der biologischen Aktivitat wahrend einer 
Hitzebehandlung sind vor allem bei hitzelabilen Proteinen von 
Bedeutung. Eine Behandlung von hitzestabilen PrSparationen, bei- 
spielsweise einer Albumin-Praparation, ist jedoch weniger kri- 
tisch. Die Erfindung betrifft daher vor allem ein Verfahren zur 
Herstellung eines Pr&parates, ausgenommen ein Albumin-Praparat, 
das hitzelabile Proteine enthalt. 

Erf indungsgemaB konnen vor allem auch Praparate hergestellt wer- 
den, die labile plasmatische Proteine enthalten, wie Faktoren 
der Gerinnung, Fibrinolyse und Thrombolyse bzw. Proenzyme und 
Enzyme, oder deren Inhibitoren. 

Die erf indungsgemaBe Hitzebehandlung des Praparates wird vor- 
zugsweise in festem Zustand vorgenommen, kann jedoch auch in 
wasseriger Losung oder in Suspension erfolgen. 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm des Verfahrens wird so durchge- 
fuhrt, daB das Tensid dem Praparat in Losung zugesetzt wird, wo- 
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lers vor dern erf indungsgemaBen Erhitzen einer Ldsung vorteilhaft 
ist. Einer Faktor XHI-haltigen Losung kann beispielsweise Argi- 
nin zugesetzt werden, urn den Effekt der Tensidwirkung auf die 
Reduktion der Trubungsbildung zu verstarken. 

Auf einen Zusatz ublicher Stabilisatoren, wie z.B. Polyole und/ 
oder Aminosauren oder deren Derivate, kann weitgehend verzichtet 
werden. Dies hat den Vorteil, daB die Virusinaktivierung rascher 
erfolgt und die Effektivitat der Hitzebehandlung wesentlich bes- 
ser ist. Die Entfernung der ublichen Stabilisatoren ist uberdies 
aufwendig und kann somit vermieden werden. 

Durch die hervorragende viruzide Wirkung der hochkonzentrierten 
Tenside kann auf die Verwendung organischer Losungsmittel ver- 
zichtet werden. Das erf indungsgemaB behandelte PrSparat enthalt 
daher keine toxischen Spuren an organischen Ldsungsmitteln. 

Eine weitere Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaBen Verfahrens 
beinhaltet den Zusatz von Kohlenhydraten zum biologischen Prapa- 
rat, wodurch die Hydratisierung vorhandener Proteine auch nach 
Lyophilisierung gewahrleistet ist. So kann z.B. Saccharose oder 
Sorbit zur Hydratisierung von Proteinen im Praparat zugesetzt 
werden . 

GemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die virusinakti- 
vierende Hitzebehandlung an einem an einen festen Trager adsor- 
bierten Pr&parat vorgenommen, wobei das adsorbierte Praparat 
beim Erhitzen in einer Losung eines Tensids suspendiert ist. 
Nach Erhitzen kann das virusinaktivierte Praparat in bekannter 
Weise vom Trager getrennt werden. Blutf aktoren, wie Faktoren des 
Prothrombinkomplexes, werden beispielsweise an einem Ionenaus- 
tauscher oder an eine Af f initatsraatrix adsorbiert und in einer 
wasserigen Losung in Anwesenheit hoher Tensidkonzentrationen 
suspendiert und erhitzt . 

Das Tensid kann vorzugsweise vom Praparat durch geeignete MaB- 
nahmen, wie Dialyse, chroma tographische Reinigungsmethoden (z.B. 
durch Ionenaustauscher-Chromatographie ) oder Proteinf allung ab- 
getrennt werden. Beispielsweise kann das behandelte Praparat an 
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genwart von an sich unwirksamen Mengen an Tensiden w&hrend einer 
Hitzebehandlung von Blutprodukten in festem, nassem Zustand 
rascher inaktiviert als wahrend der Hitzebehandlung des Prapara- 
tes ohne Tensidgehalt . Modellviren, die dem PrSparat zugesetzt 
werden, sind unter geeigneten Bedingungen bereits nach 10 min, 
jedenfalls aber nach einer Stunde erf indungsgemaSer Hitzebehand- 
lung abgetotet. 

Der synergistische Effekt von Tensiden wahrend einer Hitzebe- 
handlung konnte nicht erwartet werden. Die solubilisierende Wir- 
kung von Tensiden auf Membranproteine ist n&mlich weitgehend von 
der Teraperatur unabhangig. In der Fachwelt bestand die Meinung, 
daB eine bestimmte Konzentration eines Tensides entweder virus- 
inaktivierend wirkt oder nicht, unabhangig von der Tempera tur. 

Auch wenn ein synergistischer Effekt methodenbedingt nur dann 
beobachtet werden kann, wenn eine Tensidkonzentration per se 
nicht virusinaktivierend wirkt (bei einer Konzentration unter- 
halb der CMC), so ist dieser Effekt selbstverstandlich auch bei 
hoheren Tensidkonzentrationen vorhanden . 

Die Erfindung wird durch die nachf olgenden Beispiele weiter be- 
schrieben: 

Beispiel 1: Hitzebehandlung einer Faktor VI I I -Prepara- 
tion in Gegenwart von Octyl-S-D-glucosid . 

Eine Faktor VHI-haltige Preparation wurde gemafi der AT 391 808 
hergestellt . 

2,7 ml einer Losung der Faktor VHI-haltigen Preparation (30 mg 
Protein/ml) wurden mit 0,3 ml einer Vacciniavirussuspension ver- 
mischt und der Losung 0, 3 bzw. 15 mg Octylglucosid zugesetzt 
(0, 0,1, 0,5 Gew.%). Das Verhaltnis Tensid zu Protein betrug 
4:100 bzw. 19:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert , auf einen 
Wassergehalt von 30 Gew.%, 20 Gew.%, 10 Gew.% bzw. < 1 Gew.% 
(trocken) eingestellt und 10 Stunden lang bei 60 °C erhitzt. Der 
Virustiter wurde jeweils nach 0, 1, 3 und 10 Stunden bestimmt. 
Ebenso wurde die spezifische Aktivitat des Faktor VIII vor und 
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nach der Hitzebehandlung bestimmt. Die Ergebnisse der Virusinak- 
tivierung, sowie die Restaktivitaten nach den Hitzebehandlungen 
sind in Tabelle 1 angefiihrt. 

Das Tensid wurde durch chroma togr aphi sche Reinigung des Faktor 
VIII unter Verwendung eines Anionenaustauschers entfernt. 

Bel' spiel 2 : Hitzebehandlung einer Faktor VHI-Prapara- 
tion in Gegenwart von Triton® X-100 

2,7 ml der Faktor VHI-haltigen Losung aus Beispiel 1 wurden mit 
0,3 ml einer Vacciniavirussuspension versetzt und der L6sung 
15 mg Triton® X-100 (0,5 Gew.%) zugesetzt. Das Verhaitnis Ten- 
sid zu Protein betrug 19:100, Die Losung wurde lyophilisiert und 
ein Wassergehalt von 20 Gew.% eingestellt. Danach wurde eine 
Hitzebehandlung bei 60 °C vorgenommen. Der Virustiter wurde nach 
0, 1, 3 und 10 Stunden bestimmt, Ebenso wurde die spezifische 
Aktivit&t des Faktors VIII bestimmt. Die Virusinaktivierung bzw. 
Restaktivitaten sind aus Tabelle 2 ersichtlich. 

Das Tensid wurde durch chromatographische Reinigung des Faktor 
VIII unter Verwendung eines Anionenaustauschers entfernt. 

Beispiel 3: Hitzebehandlung einer Plasminogenprapara- 
tion in Gegenwart von Zwittergent® 3-10 

1,8 ml einer L5sung enthaltend Lys- Plasminogen, hergestellt nach 
dem Verfahren der AT 391 801 wurden mit 0,2 ml einer Vaccinia- 
virussuspension vermischt, und der L6sung 10 mg Zwittergent® 
3-10 (0,5 Gew.%) zugesetzt. Das Verhaltnis Tensid zu Protein be- 
trug 1:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert und auf einen Was- 
sergehalt von 15 Gew.% eingestellt. Danach wurde auf 60°C er- 
hitzt und der Virustiter nach 0, 1, 3 und 10 Stunden Dauer der 
Hitzebehandlung bestimmt. Ebenso wurde die spezifische Aktivitat 
vor und nach der Hitzebehandlung bestimmt. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 3 angefiihrt . 



Das Tensid wurde durch Dialyse entfernt 



WO 94/13329 PCT7AT93/00191 

- 12 - 

Beispiel 4: Hitzebehandlung einer Prothrombinkomplex- 
Praparation in Gegenwart von Tween 80 

Eine Prothrombinkomplexfaktorenpraparation wurde nach der Metho- 
de von Brummelhuis ("Methods of Plasma Protein Fractionation", 
J. M. Curling (ed.), S 117ff, Acad. Press, 1980) hergestellt. 
1,35 ml einer LGsung dieser Preparation wurden mit 0,15 ml einer 
Sindbisvirussuspension vermischt und der Ldsung 75 mg Tween 80 
zugesetzt (5 Gew.%). Das Verhaltnis Tensid zu Protein betrug 
5:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert und ein Wassergehalt von 
9 Gew.% eingestellt. Die Hitzebehandlung wurde bei 60 °C bzw. 
80 °C durchgefuhrt . Der Virustiter wurde nach 0, 1, 3 und 10 
Stunden Dauer der Hitzebehandlung bei 60 °C bestimmt, sowie nach 
einer weiteren Stunde Hitzebehandlung bei 80 °C bzw. in einem 
weiteren Ansatz nach 20, 40 und ,60 Minuten bei 80 °C. Die spezi- 
fische Aktivit&t wurde vor und nach der Hitzebehandlung be- 
stimmt , die Ergebnisse sind in Tabelle 4 angefiihrt. 

Das Tensid wurde durch chroma tographische Reinigung des Pro- 
thrombinkomplex unter Verwendung eines Anionenaustauschers ent- 
f ernt . 

Beispiel 5: Hitzebehandlung einer Fibrinogenpraparation 
in Gegenwart von MEGA- 10 

Plasma wurde nach Cohn fraktioniert und die Cohn I-Fraktion ent- 
haltend Fibrinogen hergestellt. 1,8 ml einer Losung dieser Frak- 
tion wurden mit 0,2 ml einer Vacciniavirussuspension vermischt 
und der Losung Decanoyl-N-methylglucamid (MEGA-10) zugestzt, so 
daS dessen Konzentration in Losung 0,2 Gew.% betrug. Das Ver- 
hSltnis Tensid zu Protein betrug 2,5:100. Das Gemisch wurde lyo- 
philisiert und ein Wassergehalt von 10 Gew.% eingestellt. Das 
Lyophilisat wurde 10 Stunden lang auf 60 °C und anschlieBend 3 
Stunden auf 80 °C erhitzt bzw. in einem weiteren Ansatz 3 Stunden 
lang auf 80°C. Der Virustiter wurde nach 0, 1, 3 und 10 Stunden 
Dauer der Erhitzung (60°C) bestimmt, sowie nach weiteren 3 Stun- 
den (80°C). Ebenso wurde der Virustiter nach 1, 2 und 3 Stunden 
Dauer der Erhitzung- (80°C) bestimmt. Die spezi fische Aktivitat 
des Fibrinogens wurde als gerinnbares Material pro Volumseinheit 
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vor und nach der Hitzebehandlung bestimrat. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 5 angefUhrt. 

Das Tensid wurde durch Fallung des Fibrinogens mit Glycin ent- 
f ernt . 

Beispiel 6: Hitzebehandlung einer Thrombinpraparation 
in Gegenwart von 0,5 % Octyl-S-D-glucosid 

Eine Thrombinpraparation wurde nach dern Verfahren der Osterrei- 
chischen Anmeldung A 2183/91 hergestellt. 

1,8 ml einer LSsung dieser Thrombinpraparation wurden mit 0,2 ml 
einer SIV-Suspension vermischt und der L5sung 10 mg Octylgluco- 
sid zugesetzt (0,5 Gew.%). Das Verhaltnis Tensid zu Protein be 
trug 10:100* Das Gemisch wurde lyophilisiert und ein Wasserge- 
halt von 10 Gew.% eingestellt. Die Hitzebehandlung wurde bei 
einer Temperatur von 60 °C durchgef iihrt . Die spezifische Aktivi- 
tSt wurde vor und nach der Hitzebehandlung bestimmt. Der Virus- 
titer wurde jeweils nach 0, 1, 3, 6 und 10 Stunden Dauer der 
Hitzebehandlung bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 ange- 
f uhrt . 

Das Tensid wurde durch chromatographische Reinigung des Throm- 
bins an einem Anionenaustauschers entfernt* 

Beispiel 7: Hitzebehandlung einer CI -Esterase- Inhibitor 
Preparation in Gegenwart von 0,5% Octyl-B-D-glycosid 

Ein Cl-Esterase-Inhibitor Praparat wurde nach dem Verfahren von 
Vogelaar et al (1973) Vox Sang. 26, 118-127 hergestellt. 

1,8 ml einer Losung dieses Praparates wurden mit 0,2 ml einer 
Vacciniavirussuspension vermischt und der Losung 10 mg Octyl- 
glucosid zugesetzt (0,5 Gew.%). Das Verhaltnis Tensid zu Protein 
betrug 12,5:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert, ein Wasserge- 
halt von 15 Gew.% eingestellt und auf 60°C erhitzt. Der Virusti- 
ter wurde jeweils nach 0, i, 3, 6 und 10 Stunden Dauer der 
Hitzebehandlung bestimmt. Die spezifische Aktivitat wurde vor 
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und nach der Hitzebehandlung bestimmt. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 7 angefiihrt. 

Der CI -Esterase Inhibitor wurde an DEAE-Sephadex adsorbiert und 
solange mit einem Puffer gewaschen, bis er frei von Tensid war. 

Die in den Tabellen 1 bis 7 dargestellten Versuchsergebnisse 
zeigen deutlich, daS eine wesentlich erhohte Geschwindigkeit der 
Inaktivierung von Viren bei Anwendung des erfindungsgeraaBen Ver- 
fahrens gegeniiber der Hitzebehandlung ohne Tensid auftritt. 

Die unterschiedliche Nachweisgrenze der Virustiter bei dem Ver- 
f ahrensvergleich ergibt sich aus der Wahl der Nachweisme thode , 
welche durch die Anwesenheit von Tensiden bedingt ist. Diese 
unterschiedliche Nachweisgrenze ist in diesem Zusammenhang aber 
nicht von Belang. 
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Beispiel 8: Hitzebehandlung von an Ionenaustauscher g e - 
bundenem aktiviertem Prothrombinkomplex (FEIBA) in Gegenwart von 
Tween-80 ( Inaktivierung von Vaccinia-Virus) 

15 mg DEAE-Sephadex A- 50 (Fa. Pharmacia) wurden 15 min bei Raum- 
temperatur mit 1 ml einer Losung von 30 g/1 NaCl in Wasser zur 
Quellung inkubiert. Danach wurde das Gel durch Zentrifugation 
vom Quelluberstand abgetrennt . AnschlieBend folgten funf Wa- 
schungen des Gels mil: je 1 ml Puffer ( 9 g/1 Na 2 HP0 4 . 2H 2 0, 7 g/1 
NaCl, pH 7,0) und weitere zwei Waschungen mit: einem Puffer 
(7 g/1 Na 3 Citrat.2H 2 0, 7 g/1 NaCl), wobei ebenfalls resuspen- 
diert und zentrifugiert wurde. 

30 ml frisch gefrorenes menschliches Citratplasma wurden bei 0 
bis +4°C aufgetaut und das anfallende Kryoprazipitat durch Zen- 
trifugation bei +2°C abgetrennt. Der daraus resultierende "Kryo- 
uberstand" wurde mit dem gewaschen DEAE-Sephadex inkubiert, wo- 
bei FEIBA generiert und zusammen mit den Faktoren des Prothrom- 
binkomplexes und inertem Protein an das Gel adsorbiert wurde. 
Danach wurde koadsorbiertes Inertprotein vom DEAE-Gel durch Wa- 
schen mit einem Puffer (9 g/1 Na 2 HP0 4 . 2H 2 0, 7 g/1 NaCl) ent- 
f ernt . 

Der puff erf euchte Gel-Proteinkomplex wurde nun mit 1 ml unver- 
dunntem Tween-80 10 min bei 60°C suspendiert, wobei zuvor 0,1 ml 
einer Vacciniavirussuspension zugesetzt wurden. Der Virustiter 
wurde nach 2, 4, 6, 8 und 10 min bestimmt. Die Suspension des 
Gel - Proteinkomplexes in Tween-80 wurde dann mit einer Losung von 
30 g/1 NaCl in Wasser 1:10 verdunnt. Dabei wurde der Wirkstoff 
vom Gel eluiert. Das Tensid wurde aus dieser Losung in bekannter 
Weise durch Adsorption mit Extracti-Gel™D Detergent Removing 
Gel ( Fa . Pierce ) ent f ernt - Die Losung wurde nun gegen destil- 
liertes Wasser dialysiert, eingefroren und lyophilisiert . Nach 
Rekonstitution des Lyophilisats wurde die FEIB-Aktivi tat gemaB 
der AT-350726 bestimmt. 



Als Kontrolle dienten eine ebenso hergestellte Preparation von 
FEIBA , versetzt mit Virus , jedoch ohne Behandlung mit heifiem 
Tensid , sowie eine Preparation ohne Tensid- und Hitzebehandlung . 
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Die Analysenergebnisse sind Tabelle 8 zu entnehm&n. 

TABELLE 8 
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Beispiel 9: Hitrzebehandlung von an Ionenaustauscher ge- 
bundenem aktiviertren Prothrombinkoraplex (FEIBA) in Gegenwart; von 
Tween-80 ( Inaktivierung von FSME-Viren) 

FEIBA wurde analog zu Beispiel 8 hergestellt . Zur Behandlung des 
puff erf euchten Gel-Protzeinkomplexes mit unverdunntrem Tween-80 
wurden jedoch 0,1 ml einer FSME-Virussuspension zugesetzt, Der 
Virustiter wurde nach 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 7 und 10 min be- 
s-timmt;. Die FEIB-Aktivit£t im Eluat: wurde, wie in Beispiel 8 be- 
schr ieben , bestiimnrt . 

Als Kontrrolle dienten wieder eine ebenso hergestrellte Prepara- 
tion von FEIBA, versetzt mit Virus, jedoch ohne Behandlung mit; 
Tensid, sowie eine ebensolche Preparation ohne Tween-80- und 
ohne Hitrzebehandlung* 



Die Analysenergebnisse sind Tabelle 9 zu entnehmen 
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Beispiel 10: Hitzebehandlung von an Ionenaustauscher 
gebundenem Prothrombinkomplex in Gegenwart von Tween-80 (Inakti- 
vierung von Vaccinia-Viren ) 

30 ml frisch gefrorenes menschliches Citratplasma wurden bei 0 
bis +4°C aufgetaut und das dabei anfallende Kryoprazipitat durch 
Zentrif ugation bei +2°C abgetrennt. Der daraus resultierende 
"Kryouberstand" wurde rait 2 IE Heparin/ml versetzt. Danach wurde 
die L6sung der Proteine des Prothrorabinkomplexes mit 0,5 mg 
DEAE-Sephadex A-50 (Fa. Pharmacia) pro Milliliter adsorbiert. 
Der Gel-Proteinkomplex wurde von der Losung abgetrennt und je- 
weils mit einern Puffer 1 (4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 0, 7 g/1 NaCl, 
9 g/1 Na 2 HP0 4 .2H 2 0, 500 IE Heparin/1, pH 7,5) und anschliefiend 
mit Puffer 2 (4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 0/1 , 7 g/1 NaCl, 500 IE Hepa- 
rin/1, pH 7,5) gewaschen. 

Das gewaschene Gel wurde nun zur Virusinaktivierung mit 1 ml 
Tween-80 10 rain bei 60 °C suspendiert. Der Tensidlosung wurden 
0,1 ml einer Vacciniavirussuspension zugesetzt. Der Virustiter 
wurde nach 2, 4, 6, 8 und 10 min bestimmt. Die Suspension des 
Gel-Proteinkomplexes in Tween-80 wurde anschliefiend mit einer 
Losung von 1 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 0, 30 g/1 NaCl, 1000 IE Heparin/1, 
pH 7,0, 1:10 verdiinnt. Dabei wurde der Prothrombinkomplex elu- 
iert. Das Tensid aus dieser Losung wurde in bekannter Weise 
durch Adsorption mit Extracti-Gel™ D Detergent Removing Gel 
(Fa. Pierce) entfernt. Die Prothrombinkomplex enthaltende Losung 
wurde gegen einen Puffer, enthaltend 4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 0 und 
8 g/1 NaCl, pH 7,0, umgepuffert und lyophilisiert . 

Im rekonstituierten Prothrombinkomplex wurde der Proteingehalt , 
sowie die Gerinnungsf aktoren I.I, VII, IX und X bestimmt. 

Als Kontrolle dienten ein wie oben beschrieben hergestellter 
Prothrombinkomplex, jedoch ohne Tensidbehandlung , sowie eine 
Preparation ohne Tensid- und Hitzebehandlung. 



Die Resultate sind Tabelle 10 zu entnehmen. 
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Beispiel 11: Hitzebehandlung von an Ionenaustauscher ge- 
bundenem Prothrorabinkoraplex in Gegenwart von Tween-80 ( Inakti- 
vierung von FSME-Viren ) 

Prothrombinkomplex wurde analog zu Beispiel 10 hergestellt. Zur 
Behandlung des puff erf euchten Gelproteinkomplexes mit unverdunn- 
tem Tween-80 wurden jedoch 0,1 ml einer FSME-Virussuspension zu- 
gesetzt. Der Virustriter wurde nach 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 7 und 
10 min bestrimmt:. Im rekonstituierten Prothrombinkomplex wurde 
der Proteingehalt, sowie die Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und 
X bestimnrt. 

Als Kontrolle dienten ein, wie oben beschrieben hergestellter 
Prothrombinkomplex, jedoch ohne Tensidbehandlung, sowie eine 
Preparation ohne Tensid- und Hitzebehandlung. 



Die Resultate sind Tabelle 11 zu entnehmen 
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Beispiel 12: Stabilitat des Faktor XIII beim Erhitzen 
in Losung (ohne Stabilisatoren) in Gegenwart eines Tensids 

Eine Plasmafraktion (Cohn I Niederschlag ) wurde mit der 10-fa- 
chen Menge einer citrathaltigen Puf f erlosung , pH 7,0 (13 ,,4 g/1 
Na 3 Citrat.2H 2 0, 29 g/1 NaCl, 20 000 KIE Aprotinin/1 ) gelost. 
Nach Zusatz von Ammoniumsulfat bis zur 16 %igen Sattigung (bei 
Raumtemperatur ) wurde auf 4°C abgekiihlt und das Gemisch noch 2 h 
geruhrt. Der entstande Niederschlag wurde mit: der Puff erlosung 
gelost und die Fallung mit Ammoniumsulfat einmal wiederholt. 

Der Niederschlag wurde in einer citrathaltigen Puf f er!6sung, pH 
7,0 (5,9 g/1 Na 3 Citrat.2H 2 0, 7 g/1 NaCl, 100 KIE Aprotinin/1) 
gelost und 10 min auf 56 °C erhitzt. Der entstandene Niederschlag 
aus denaturiertera Fibrinogen wurde abzentrif ugiert - Der Hitze- 
f allungsuberstand wurde durch Fallung mit 3 r 5 Gew.% PEG 4000 bei 
4°C von Begleitproteinen befreit. AnschlieBend wurde der Faktor 
XIII durch Zugabe von PEG 4000 bis zu einer Konzentration von 10 
Gew.% bei 4°C ausgefallt, durch Zentrif ugieren abgetrennt und in 
1/25 des ursprunglichen Volumens eines 0,1 gew.%igen Natrium- 
citratpuf fers (pH 7,0) gelost. 

Die spezifische Aktivitat betrug 21 E Faktor XHI/mg Protein. 
Die Losung wurde geteilt und ein Teil mit 1 Gew.% Tween 80 ver- 
setzt. Beide Losungen wurden 6 h lang auf 60 °C erhitzt. Die Fak- 
tor XIII-Restaktivitaten nach 6 h Erhitzen betrugen 82 % ohne 
Tensidzusatz und 84 % mit Tensidzusatz, 



Beispiel 13: Beispiel 12 wurde mit verschiedenen Tensi- 
den in unterschiedl ichen Konzentrationen wiederholt (Erhitzen: 
4 h, 60°C) . 
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TABELLE 12 

Erhitzen einer Faktor XHI-haltigen Losung in Anwesen- 

heit von Tensid 



Tens id 


Konzentration 


FX I I I -Res takt i vi ta t 




Gew. % 


% 


Tween 80 


15 


97 


Triton X-100 


15 


91 


Pluronic P 85 


10 


96 



Die Beispiele 12 und 13 zeigen, daB eine Hitzebehandlung von 
Faktor XIII in Gegenwart von Tensiden durchgefuhrt werden kann, 
ohne grOBere Verluste an Faktor XIII-Aktivit&t in Kauf nehmen zu 
miissen. 

Das folgende Beispiel 14 illustriert die uberraschend verbesser- 
te Inaktivierungskinetik eines Modellvirus durch eine Hitzebe- 
handlung in Gegenwart eines Tensids im Vergleich zur Hitzebe- 
handlung ohne Tensidzusatz : 

Beispiel 14: Inaktivierung eines Modellvirus (Sindbis) 
in einer Faktor XHI-haltigen Losung in Anwesenheit bzw. Abwe- 
senheit eines Tensids 

Eine Faktor XHI-haltige Losung entsprechend Beispiel 12 wurde 
geteilt und ein Teil mit 0,3 Gew.% n-Octylglukosid versetzt. 

Beide Losungen wurden auf 60 °C erhitzt, mit 10 Vol.% einer 
Sindbis-Virus-Suspension versetzt (Start der Virusinaktivie- 
rungsreaktion ) und bei 60 °C weiter inkubiert. In bestimmten 
Zeitabstanden wurden Proben gezogen und der Virustiter bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 13 zusammenge- 
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TABELLE 13 

Virusinaktivierung in einer Faktor Xlll-haltigen 
Losung mit und ohne Tensid bei 60 °C 



Virus titer (loglO ) 



Dauer des Erhitzens 
auf 60°C (Hinuten) 


ohne Tensid 


mit Tensid 


0 


8,1 


8,1 


0,5 


5,75 


1,88 


1 


5,0 


£ 1,-5 


1,5 


4 ,25 


i£ 1,5 


2 


3,98 


< 1,5 


2,5 


3,75 


< 1,5 


3 


3,25 


^ 1,5 


3,5 


2,75 


< 1,5 


4 


2,63 


^ lr5 


4,5 


2,5 


£ 1,5 


5 


2,38 


< 1,5 


6 


1,88 


< 1,5 


7 


2,1 


< 1,5 


8,10,15,20,30 


< 1/5 


£ 1,5 



Durch den Zusatz von Tensid wird eine noch schnellere und weit- 
gehendere Virusinaktivierung erhalten, ohne groSere Verluste an 
Faktor XlII-Aktivitat in Kauf nehmen zu miissen (vergleiche Bei- 
spiel 13 ) . 
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Patentansprviche : 

1 . Verf ahren zur Herstellung eines virussicheren biologischen 
Pr&parates unter Anwendung eines Tensids und durch Erhitzen un- 
ter Erhaltung von mindestens 50 % der biologischen Aktivit&t, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Erhitzen in Gegenwart des Ten- 
sids durchgeftihrt wird, worauf vorzugsweise das Tensid entfernt 
wird. 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Tensid in einer Menge zugesetzt wird, entsprechend einer Konzen- 
tration von mindestens 1 Gew,%, vorzugsweise im Bereich von 2 
bis 98 Gew.%. 

3. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Tensid dem in Losung vorliegenden Praparat zu- 
gesetzt wird, worauf dieses lyophilisiert und im lyophilisierten 
Zustand hitzebehandelt wird. 

4. Verf ahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
lyophilisierte PrSparat auf einen Wassergehalt von raehr als 5 
Gew.% und weniger als 70 Gew.% eingestellt wird und in einem ge- 
schlossenen BehSlter bei einer Temperatur von 50 bis 121 °C min- 
destens 10 min, vorzugsweise 1 bis 30 h bei 60 bis 80°C, hitze- 
behandelt wird. 

5. Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB das PrSparat in wasseriger Losung vorliegt. 

6. Verf ahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Erhitzen bei einer Temperatur im Bereich von 55 bis 65 °C wahrend 
einer Zeitdauer durchgefiihrt wird, die ausreicht, urn infektiose 
Agentien zu inaktivieren, vorzugsweise wahrend 2 Minuten bis 100 
Stunden. 

7. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB dem Praparat ein Kohlenhydrat , vorzugsweise 
Saccharose oder Sorbit, zugesetzt wurden. 
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8. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Pr&parat an einem festen Trager adsorbiert ist, das ad- 
sorbierte Pr&parat in Suspension mit einem Tensid erhitzt wird 
und das virusinaktivierte Praparat gegebenenf alls vom Trager 
getrennt wird, 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der L5sung oder der Suspension ein Ldsungsvermitt- 
ler ftir Proteine zugesetzt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Praparat plasmatische Proteine enth&lt, vor- 
zugsweise Faktoren der Gerinnung, Fibrinolyse und Thrombolyse, 
Oder deren Inhibitoren. 

11- Virussichere biologische Preparation, erhaltlich nach einem 
der Anspruche 1 bis 10, die in Losung optisch klar ist. 

12. Verfahren zum Erhohen der Virussicherheit eines biologi- 
schen Pr&parates unter Erhaltung von mindestens 50 %, vorzugs- 
weise 80 % der biologischen Aktivitat, insbesondere der Virus- 
sicherheit gegeniiber membranumhiillten und nicht-membranumhullten 
Viren, dadurch gekennzeichnet, da6 das Praparat in Gegenwart 
eines Tensids in einer Konzentration von mindestens 1 Gew.%, 
vorzugsweise mehr als 10 Gew.%, bis zu 98 Gew.% erhitzt wird- 

13. Verfahren zum Stabilisieren eines biologischen Praparates 
wahrend einer Hitzebehandlung, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Praparat in Gegenwart eines Tensids in einer Konzentration von 
mindestens 1 Gew.%, vorzugsweise mehr als 10 Gew.%, bis zu 98 
Gew.% erhitzt wird. 

14. Anwendung des Verfahrens nach den Anspriichen 1 bis 10 zur 
Erhohung der Virussicherheit eines biologischen Praparates unter 
Erhaltung von mindestens 50 %, vorzugsweise 80 %, der biologi- 
schen Aktivitat. 

15. Verwendung eines Tensids zur Verbesserung der virusinakti- 
vierenden Wirkung einer Hitzebehandlung eines biologischen Pra- 
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parages unter Erhaltung von mindestens 50 % der bioioglschen 
Aktivitat. 



16 



Vervendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
das biologische Praparat in wasseriger Losung, in Suspension 
oder in festrem Zustand hitzebehandelt wird. 



I PCT/AT 93/00191 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 5 A61L2/04 A61K35/H 



According to International Patent Qastificaaon (IPC) or to both national classification and IPC 
B. FIELDS SEARCHED 



Mint mi rm documentation searched (daanficanon system followed by classification symbols) 

IPC 5 A61L 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



1 Category * 


Citation of document* with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. I 


X 


EP,A,0 196 761 (THE GREEN CROSS CORP.) 8 
October 1986 

see page 2, line 8 - line 25 
see page 3, line 12 - line 20 
see page 5, line 1 - line 18 


1-7 


X 


EP,A,0 341 103 (INSTITUT MERIEUX S.A.) 8 

November 1989 

see claims; examples 


1,2 


X 


EP,A,0 124 044 (ARMOUR PHARMACEUTICAL CO.) 

7 November 1984 

cited in the application 

see claims; examples 


1,2 


P,X 


EP,A,0 519 901 (IMMUN0 AKTIENGESELLSCHAFT) 
23 December 1992 
see examples 


1-16 



Further documents arc listed in the continuation of box C 



jy j Patent family members arc listed in annex 



* Special categories of cited documents : 

*A* document denning the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

*L" document which may throw doubts on priority daim(s> or 
which is a ted to rttahlith the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the mtcrnatioaai filing date but 
Uter than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance; the dsimrrt invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the daimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

'A' document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

15 March 1994 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 58 1 8 Patendaan 2 
NL - 22S0 HV Rijswijfc 
Td.(* 31-70) 340-2040, Tx_ 31 631 cponl. 
Far (+31-70) 340-3016 



Form PCT/lSA/310 (mood* ct»«q (July IttJ) 



Date of mailing of the uternatioaal search report 

2 5. 03. 9<* 



Authorized officer 



ESPIN0SA, M 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C( Confimut ioo) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Int iooal Application No 

PCT/AT 93/00191 



Catefary " I Citation of document, with indication, where Appropriate, of the relevant puu^a 



Relevant to claim No. 



EP.A.O 378 208 (THE GREEN CROSS 
CORPORATION) 18 July 1990 
see page 3, line 43 - line 57 
see page 4, line 23 - line 26 

EP.A.O 197 554 (ARMOUR PHARMACEUTICAL CO.) 

15 October 1986 

cited in the application 

see examples 

EP.A.O 159 311 (IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT) 

23 October 1985 

cited in the application 

see claims 

EP.A.O 050 061 (SHANBR0M .EDWARD) 21 April 
1982 

cited in the application 



1-16 



1,2,7 



1-16 



1-16 



Form PCT/UA/aia <oaatinu*Uoa of Moaatf tbmi.) tfuty Ittt) 



page 2 of 2 



tofonnaboa oa pasem iMnmy mnrx ucrs 



EP-A-0 196761 



EP-A-0341103 



| PCT/AT 93/00191 



1 Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 1 


1 cited in search report 


date 


member(c) 


date 



08-10-86 



08-11-89 



1P-A- 




4D UO OO 






£9 UO JC 


FR-A- 


2630115 


20-10-89 


AU-B- 


617451 


28-11-91 


AU-A- 


3275689 


19-10-89 


JP-A- 


1311027 


15-12-89 


US-A- 


5118794 


02-06-92 



EP-A-0 124044 


07-11-84 


AU-B- 


568849 


14-01-88 






AU-A- 


2740384 


01-11-84 






CA-A- 


1213827 


11-11-86 






JP-A- 


59206313 


22-11-84 






US-A- 


4585654 


29-04-86 


EP-A-0519901 


23-12-92 


AU-A- 


1830692 


24-12-92 






CA-A- 


2071567 


21-12-92 






JP-A- 


5186358 


27-07-93 


EP-A-0378208 


18-07-90 


JP-A- 


3218322 


25-09-91 






US-A- 


5151499 


29-09-92 


EP-A-0197554 


15-10-86 


US-A- 


4673733 


16-06-87 






AU-A- 


5596086 


06-11-86 






CA-A- 


1262682 


07-11-89 






JP-A- 


61275210 


05-12-86 


EP-A-0159311 


23-10-85 


AT-A- 


385657 


10-05-88 






AT-B- 


389815 


12-02-90 






CA-A- 


1239583 


26-07-88 






JP-A- 


60215628 


29-10-85 






US-A- 


4640834 


03-02-87 


EP-A-0050061 


21-04-82 


US-A- 


4315919 


16-02-82 






US-A- 


4314997 


09-02-82 






US-A- 


4412985 


01-11-83 



Form PCT/lSA/110 (pcuot ftraily scums) (July Iftt) 



PCT/AT 93/00191 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 5 A61L2/04 A61K35/14 



Nach der IntenuhotuUcn PatmtkUm&kation (IPK) Oder nach der oatiooalen Klimfilrinon und der IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rccfacrehterter MiadeftBrO&tofT 

IPK 5 A61L 



cyctem und KUmfikitinnoymbolc ) 



Rcchcrchierte abcr mcht sum Muidestprufstofr gchorendc Yeroflentlicbungen, loweit dicsc unter die recherchienen Gebicte fallen 



Wihrend der utternaQonatcn Recherche kansulacrte cicktroauchc Pafrrahank (Name der Datenbank und evti. vcrwendete Suchbegrifie) 



C ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



1 Kxtcgone" 


Bezdchmmg der Vcrdtfentiichung, towdt erfordertich unter Angabc der in Betrtcbt kommenden Tetfe 


Betr. Antprucfa Nr. 1 


X 


EP,A,0 196 761 (THE GREEN CROSS CORP.) 8. 
Oktober 1986 

siehe Seite 2, Zeile 8 - Zeile 25 
siehe Seite 3, Zeile 12 - Zeile-20 
siehe Seite 5, Zeile 1 - Zeile 18 
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X 


EP,A t 0 341 103 (INSTITUT MERIEUX S.A.) 8. 

November 1989 

siehe Anspruche; Beispiele 




X 


EP f A,0 124 044 (ARMOUR PHARMACEUTICAL CO.) 

7. November 1984 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Anspruche; Beispiele 


1,2 


P.X 


EP.A.O 519 901 (IMMUN0 AKTIENGESELLSCHAFT) 
23. Dezember 1992 
siehe Beispiele 

-/— 
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HI 



V I Wertere Vcroflentiichungen find der Fortsetzung von Feld C zu 
1 cntnrhmm 



m 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Bcsoodcre Katcgoricn von angegebenen Verdfleatlichuagea 

*A" Veroffcntuchung, die den allgememen Stand der Techxnk defintert, 
aber mcht all besooden berffufrim tnnnrhm ut 

# E" ilteret Dokumcnt, da* jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmefdedatum vcroflfcntiicht worden ut 

*L* Veroflcnttjchung, die geagnct ixt, ernes Prioritatsanspruch zwdfdhaft er- 
schcLoen zu Ucen, oder durch die daf Verdffatuchungsdatum etner 
andcren im Rechcrcbenbcricht genannten Vcroflcntli chun g belegt werden 
sol! oder die aus emcm andcren besondcren Grund angegeben irt (wic 
autgefuart) 

"O* Veroflcotlichung, die sich auf cine mundUchc Oflcnbarung, 

cine Benutzung, cine AusstcUung oder andere Maflnanmen bczieht 

*P" VerdfTentuchuag, die vor dem international en Aomeldedfttum, aber nach 
dem bcAiispruchten Prionutsdatum vcrdtfcntlicht worden tst 



*T* Spiterc VerofTentiichung, die nach dem intcnuQocuien Anxnddeditum 
oder dem Prion tatwlttum veroffendicht worden Ut und mit der 
Anmeldung mcht koUidicrt, aondem nur zumVcrstindnii des dcr 
Erfinduag zugrundebegenden Prinzips Oder der ihr zugrundcliegcndcn 
Tbeorie angegeben ist 

*X* Vcroflendichung von besondcrcr Bedeutung; die bcanspruchte 
kxnn all on aufgrund dieter Veroflenttichung mcht all neu oder auf 
crfindcrUcher TiOgkat beruhend bctrachtet werden 

T" VerdfTcndichung von besondcrcr Bedeutung; die bexmpruchte 
katrn mcht alt auf erfindcriscfaer Tatigkeit beruhend bctrachtet 
werden, wenn die VerdiTentuchung nut ciner oder mehrcren anderen 
Verdflenttichungcn dicser Kategone in Verbmdung gcbracht wird und 
diese Verhrndung fur einen Facnniann naheliegend ut 

"&.* VcrdUcnOichiing^ die Mitglied dcr*elben Patentfamilic ist 



Datum des Abscfalusses dcr internanonalcn Recherche 



15. Marz 1994 



Name und PoctanvchnA der talernaaonalc Rech<TChenbehorde 

EuropaUches Patenumt, PJB. 581 ft PatenUaan 2 
NL - 22Z0 HV Rijsvnjk 
Td.(+ 31*70) 340-2040, Tx. 31 651 cpotU. 
Far (t 31-70)340-3016 



Absendedatum des internationaten Recherchenocrichtx 



2 5. 03. c Ji 



Bevoumachtigter Bedicnccctcr 



ESPIN0SA, M 



FormfcUtl PCT/1SA/310 (Btea 2) (JttU Iff!) 



Seite 1 von 2 



*»•>«» iiKNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inu .oqmIcx Aktcnxdcbcn 

Ml-ocucttua., ALS WEShNIUCH ANGESEHENE UNTERLAG EN LfCTVAT 93/00191 

t»-«ggonc~ Bqqdmuag der VertfTqiUicfaung, towot crfordcrlich unter Angabc dcr in Bctracht k omntaxlaiT<dlc 



rL££ t lZ 8 P 8 (™ E GR EEN CROSS 
CORPORATION) 18. Juli 1990 

siehe Seite 3, Zeile 43 - Zeile 57 

siehe Seite 4, Zeile 23 - Zeile 26 

fP' A »P 197 554 (ARMOUR PHARMACEUTICAL CO ) 
15. Oktober 1986 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Beispiele 

EP.A.O 159 311 (IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT) 

23. Oktober 1985 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Anspriiche 

EP.A.O 050 061 (SHANBR0M , EDWARD) 21. 
April 1982 

in der Anmeldung erwahnt 
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FonnM«t PCI7ISA/3I0 (Foru«a^, vw, Blctt 3) <1«U I WD 



Seite 2 von 2 



PCT/AT 93/00191 



1 Im Rcchcr chciibcf icht 
1 aogcfOhrtes Patcntdokuxnent 


Datum dcr 
Vcr6ffcntlichung 


Mifgiied(er> dcr 
Pateatfamilic 


Datum dcr 1 
Verdffctitlichung 1 


1 EP-A-0 196761 


08-10-86 


JP-A- 


61191622 


P6-G8-flifi 1 

UO OU 1 






CA-A- 


1306691 


25-08-92 1 


EP-A-0341103 


08-11-89 


FR-A- 


2630115 


20-10-89 1 






AU-B- 


617451 


28-11-91 






AU-A- 


3275689 


19-10-89 






JP-A- 


1311027 


15-19-ftQ I 

19 027 1 






US -A- 


5118794 


02-06-92 


EP-A-0124044 


07-11-84 


AU-B- 


568849 


14-01-88 






AU-A- 


2740384 


01-11-84 






CA-A- 


1213827 


11-11-86 






JP-A- 


59206313 


22-11-84 1 






US-A- 


4585654 


29-04-86 


EP-A-05 19901 


23-12-92 


AU-A- 


1830692 


24-12-92 






CA-A- 


2071567 


21-12-92 






JP-A- 


5186358 


27-07-93 


EP-A-0378208 

b( /» WW / wbWW 


18-07-90 


JP-A- 


3218322 


25-09-91 1 

C.W Wrf 1 






US-A- 


5151499 


29-09-92 


EP-A-0197554 


- 

15-10-86 


US-A- 


4673733 


16-06-87 






AU-A- 


5596086 


06-11-86 






CA-A- 


1262682 


07-11-89 






JP-A- 


61275210 


05-12-86 


EP-A-0159311 


23-10-85 


AT-A- 


385657 


10-05-88 






AT-B- 


389815 


12-02-90 






CA-A- 


1239583 


26-07-88 






JP-A- 


60215628 


29-10-85 






US-A- 


4640834 


03-02-87 


EP-A-0050061 


21-04-82 


US-A- 


4315919 


16-02-82 



US-A- 
US-A- 



4314997 
4412985 



09-02-82 
01-11-83 



FocmbUtl PCT/ISA/310 <Anh*nj P«UotfuniU«Xiuli 1993) 



